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ラ ッ ト 異系小腸移植 モ デ ル を 用 い て チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤(tyr osin ekin a seinhibito r) で あ る ゲ ニ ス テ ィ ン
(ge nistein)の 拒絶反応抑制効果を検討 した . 雄性 B Nラ ッ トか ら雄性 L E Wラ ッ ト に小腸を移植 し, ダ ニ ス テイ ン を 移植後7
日間連 日投与す る群と , 投与 しな い 無治療群の 2群 に 分けて以下の 検討を行 っ た . 無治療群の 移植小腸片(グ ラ フ り ､腸)の 平
均生者 日数 が 5.7 ±0.2(豆 ±S D) 日 で あ っ た の に 対 し , ダ ニ ス テ イ ン 投与群 の グ ラ フ ト小 腸の 平均生者 日数 は 14.7 土0.3
(支 ±S D)日 と有意 に 長か っ た . さ らに 移植7 日後 の グラ フ り ＼腸 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2(interleukin-2,ILの2)お よび イ ン タ ー
ロ イ キ ン 2 レセ プ タ ー ベ ー タ ー 鎖 (interle ukin-2r e c eptorβ chain,Ⅰし2 Rβ 鎖) の m R N A発現量を逆転写 P C R(re v ers e
tra n scriptio n, R T蠣P C R) サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法を 用い て 比較 した と こ ろ , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群ほ無治療群
に 比 べ て 明らか に 低か っ た . 次 に 細胞性免疫能を評価す べく移植後 7 日 目の ラ ッ ト の 脾細胞を用 い て リ ン パ 球混合培養 お よび
細胞障害性試験(ク ロ ム 遊離試験, 51Cr rele a s e a s say)を施行 した と こ ろ , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群は無治療群 に 比 べ て細胞障害活
性が有意 に低か ぅ た . また リ ン パ 球混合培養上帝中の IL-2蛋白産生量を E LIS A法を 用い て 比較 した と こ ろ , ゲ ニ ス ティ ン 投
与群 は無治療群 に 比 べ て そ の 産生量 が有意に 低か っ た . さ らに リ ン パ 球混合培養細胞の IL-2 およ び I L-2 Rβ 鎖の m R N A発
現量を R T-P C Rサ ザ ン プ ロ ッ ト法 を用 い て 比較 した と こ ろ , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群ほ無治療群に 比 べ て 明 らか に 低 か っ た . 以上
よ り , ゲ ニ ス テ ィ ソ ほ小腸移植後 の ラ ッ トの 細胞性免疫能を抑制す る と ともに急性拒絶反応 の 発現を有意に 遅延 させ る こ とが
明 らか と な り , チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤 の 免疫抑制剤 へ の 応用の 可能性 が示 され た .
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臓器 移植 に お け る 拒絶反応 の 制御 ほ サ イ ク ロ ス ボ リ ン A
(CycIo sporin A, CsA)1)2)や F K 5063)4)の 登場に よ り飛躍的に 進歩
したが , 依然 と して 術後 の 最も深刻な問題である . 特 に 小腸移
植 で ほ , 肝移植や 心 臓移植, 腎移植な どに 比 べ て拒絶が起 こ り
やすく , よ り強 い 免疫抑制が必要であ る5). 既存 の 免疫抑制剤
は腎毒性 な ど の 重篤な 副作用 を有す る こ と か ら, 強 い 免疫抑制
を期待 した こ れ らの 薬剤の 増量 に ほ お の ずか ら限界がある . 現
在で は 一 つ の 薬剤の 投与量を減 ら し副作用を軽減させ る 目的で
多剤を併用す る こ とが 一 般的と され て い るが , こ う した 中 で も
有効な拒絶抑制効果が得 られ ず, 結局 は薬剤の 増量を余儀なく
され ると と もに , 重篤な 肝 , 腎磯能障害か ら命を 落と して しま
う場合が少なか らずある5). こ の た め既存 の 免疫抑制剤の 効果
を補え る よ うな新 しい 免疫抑制法 の 開発 が必要である .
一 方, チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ の 活性 を選択的 に 抑制する チ P シ ソ
キナ ー ゼ 阻害剤 で , 癌 の 増殖を制御 できる 即) こ とが 報告 され て
い るが , さ らに 抗原刺激 に よる T細胞 の 活性化 に よ りT細胞内
の チ ロ シ ソ リ ン 酸化 レ ベ ル が急速に 上 昇するが , こ れ もま た チ




ゲ ニ ス テ ィ ン 〔5,7-dihydr o xy-3-(4Thydr o xy phe nyl)-4 H-
1-be n z op yr a n.4-O n e;4
'
,5,7-trihydr oxyis ofla v o n e〕 ほ緑膿菌に よ
り生産されるイ ソ フ ラ ボ ン に 属す る物質で , A T Pに 対 し て 抵
抗的 に 働き チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ を特異的に 阻害す る
g)
. 培 養細胞
を 用 い た 実験 に お い て T 細 胞 レ セ ブ タ . (T c e11re c eptor,
T CR) を 刺激す ると チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ p56-ck の 活性化 と C D 3,
T C R∈鎖 の チ ロ シ ソ リ ン 酸化が み られ るが , ゲ ニ ス テ ィ ソ で 処
理 す る こ と に よ り こ れら の リ ン 酸化が抑制 され る と ともに イ ン
タ ー ロ イ キ ン 2 (interle ukin 2, IL-2)や Ⅰし2 Rの 発現 が低下す
る こ とが 報告 され て い る
18ト 12)
. した が っ て チ ロ シ ソ キナ ー ゼ 阻
害剤も免疫抑制剤 と して の 効果が十分に 期待 でき るもの と考え
られ るが , 動物 を用い た実験系で ほ未だ そ の 効果 に 対する検討
が な されて い な い . そ こ で今回 こ の テ ロ シ ソ キナ ー ゼ 阻害剤の
一 つ で あるゲ ニ ス ティ ン の 免疫抑制効果を ラ ッ トの 異系小腸移
平成 7年11月 1日受付, 平成 7年11月28 日受理
A bbre viations :Co nA, C O nC an a V alin A; D M S O, dim ethyl s ulfoxide; D T T, dithiothreitol; E/T, effectorto
target c ellr atio;F C S, fetal calfseru m ; G3 P D H, glyc eraldehyde-3-phosphate dehydroge n ase;IL, interle uk in;
2- ME, 2- m e r CaptOetha n ol; M H C, m ajor histoc om patibility co mple x; R T, re V er S etranSC riptio n; TCR, T cell
receptor
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植モ デ ル を 用い て検討 した .
材料 お よび方法
Ⅰ . 実験 モ デ ル の作成
体重 200～ 250g の 雄性 B N ラッ ト(R T ln) ある い は 同条件 の
雄性 LEW ラ ッ ト(R T ll)を ドナ ー (do n or)と し , 同条件 の 雄性
L E Wラ ッ トを レ シ ピ エ ン ト(r e cipie nt) と して 用い た . ラ ッ ト
は 手術24時間前 よ り絶食と し 5% ブ ドウ糖水の み を 投与 した .
麻酔は硫酸 ア ヤ ロ ビ ン を 筋注(40鵬/Eg) した後 に , ベ ン トパ ル
ビタ ー ル (pe ntoba rbital) の 腹腔内投与 (40m g/Kg) に て 行 っ
た . ま た移植手術ほ手術用顕微鏡下 に て 行 っ た .
1 . ドナ ー 手術
空腸起始部よ り 5cm 肛門側 の 部位か ら回 腸末端 よ り 5cm 口
側 の 部位 まで の 小腸 を移植片 と して摘出 した . 移植片 の 動脈茎
ほ大動脈を付け た上 腸間膜動脈 と し, 静脈茎は 門脈 と して肝門
部 で切離 した . また 移植片は摘出直前 に 10mlの 4 ℃ ヘ パ リ ン
加生理食塩水 に て潅流 した . 摘 出 した 移植片は レ シ ピ エ ン ト に
供与す るま で 4℃ 生理食塩水内に て 保存 した .
2 . レ シ ピ エ ン ト手術
Z ho ng ら
1 3) の 方法に 準 じた 異所性小腸移植 を施行 した . 移植
片 の 動脈茎 である大動脈 を レ シ ピ ェ ソ ト の 腎動脈分岐部下方 の
腹部大動脈 に端側吻合 し∴移植片 の 静脈茎 で ある門脈を レ シ ピ
エ ソ ト の 腎静脈下方 の 下大静脈に端側吻合 した . 移植腸管 の 口
側お よ び肛門側断端 は , そ れぞれ レ シ ピ ェ ソ ト の 右側腹壁に縫
合 し腸療 と した . また レ シ ピ エ ン トに ほ手術当日か ら術後 5 日
目'ま で セ フ ォ キ シ チ ソ (c efo xitin)40m g/Kg/日を 6 日間筋注 し
た .
Ⅰ . 実 験 群
実験群を以下 の 3群に 分けた .
1 ･ ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群(ge nistein gro up)(n = 1 3)
ドナ ー が B N でレ シ ピ ェ ソ ト が L E Wの 異 系小腸移植
(a1loge n eic s mall bo w eltr a n spla ntatio n) を施行 した . レ シ ピ ェ
ソ ト に は 移植 手術 6時 間前 に ダ ニ ス テ イ ン (Res ear ch
Bio chemic als In c orpor ated, Natick, M A, U S A)20m g/Kg を ジ
メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(dim ethylsulfo xide, D M S O)に ゲ ニ ス テ ィ
ソ 5mg/D M S O O.2ml の 濃度 で 溶解 して 腹腔内投与 した . さ ら
に 術後第 1病日 か ら第 7病日 ま で の 7 日間 の 間 , ゲ ニ ス テ ィ ン
20m g/Kg を連 日腹脛内投与 した .
2 . 無治療群(n o n-tr e atm e nt grO up) (n = 8)
ドナ ー が B Nで レ シ ピ エ ン トが L E Wの 異 系小腹移植 を施
行 ･ レ シ ピ ェ ソ トに は移植手術 6時間前にbM S O lm/Kg を腹
腔内投与 した . さ らに 術後第 1病 日か ら第 7病日 ま で の 7 日 間
の 間, D M S O lm /Kg を 連 日腹腔内投与 した .
3 . コ ン ト ロ ー ル 群 (c o ntr olgro up)(n = 8)
ド ナ ー と レ シ ピ ェ ソ ト が と も に L E Wの 同系小腸移植
(synge n eic s m al bo w eltra n spla ntatio n)を 施行 . レ シ ピ ェ ソ ト
に は移植手術 6時間前 に D M S O lm/Kg を腹腔内投与 した . さ
ら に 術後第 1病 日か ら第 7病 日 ま で の 7 日 間 の 間 , D M S O
lml/Eg を連日腹腔内投与 した .
Ⅲ . 拒雑の判定
術後1 日 1 回の 頻度で ラ ッ トを 連日 観察 し, 腹部に 硬結を触
知 した 時点 を拒絶確認 日と した . 無治療群 の ラ ッ トは 全例術後
7 日冒に べ ソ トパ ル ビタ ー ル の 腹腔内投与 に よ る麻酔後の 脱血
に よ り犠牲死 させ た . また ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群の ラ ッ トは 無治
療群 と の 比較の た め 術後 7 日目 に 3匹を犠牲死 させ ▲ 他 の10匹
ほ拒絶確認後直ち に 犠牲死 させ た . 観織学的拒絶 の 確認ほ ラ ッ
トを犠牲死 させ た 後 に 移植小腸片を摘出 し, H E染色 に て 光顕
下に判定 した ･ 魁織学的拒絶の 程度は以下 の よ うに 分摂 した14)
.
グ レ ー ド0 ほ 正常小腸で拒絶の 兆候を認め な い も の . グ レ ー ド
1 は小腸絨毛の 軽度の 破壊 と上 皮細胞 の 内膜 へ の 脱落を 認め る
と とも に , 険悪の 増 成や そ の 基底部に ア ポ ト ー シ ス 細胞の 出現
を認 め るもの ･ グ レ ー ド 2 ほ部分的に 絨毛 の 破壊消失を認め る
と とも に , 粘膜 固有層 へ の 炎症性細胞 の 浸潤 を認め るもの . グ
レ ー ド3(s e v er e r eje ctio n)は 小腸粘膜 が壊死 に 陥 い る と ともに
潰瘍 を形成 し, ま た 血 管に 血 栓の 形成 を認 め , 化膿性腹膜炎に
陥 っ て い るもの と した .
Ⅳ . リ ンパ球 混合培養試験
1 . 反応細胞(re spo nde r c ell) の 調整
術後 7 日目 の 各群 の レ シ ピ ェ ソ ト を犠牲死 させ た 後 に 速やか
に 肺臓を摘出 し, ペ ニ シ リ ソ 20 U/血 と ゲ ソ タ シ ソ 10〟g/ml
を 添 加 し た 4 ℃ R P M I-1640液 (Gibc o, Gr a nIsla nd, N Y,
U S A) 中で ピ ン セ ッ ト に て細 かく ほく小 した後, 孔 径 6.5m m の
金属 ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ (飯田製作軌 大阪) で 濾過 した . 濾過
した 細胞浮遊液 を , 0.83 %塩化ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 と 0.17 M ト
リ ス 緩衝液 (pH 7･65) を 9 対 1 で混合 し た 4 ℃ 低張緩衝液
(hypoto nic buffer) で 2回 洗浄 し赤 血球 を除去 した 後 , 10 %非
動化 した 牛胎児血清 (he at-in activ atedfetal c alfse ru m, F CS)
(Gibc o) お よび 5×1 0-5M 2-メ ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル (2-m er C ap-
to etha n ol, 2- M E)(和光, 大阪) 添加R P M I-1 640液 に 細胞 を浮遊
させ , こ れを 反応細胞 と して 使用 した . 細 胞浮遊液 は 200×g
で 5分間遠心後, 沈鐘 を 回収 し, 1 0 % F C S, 5×10- 5M 2-M E加
R P M I-16 40液 で リ ン パ 球の 最終濃度が 3×1 06 個/ml とな るよ
う に調整 した .
2 . 刺激細胞(stim ulator c ell) の 謂
無処置堆性 B Nラ ッ ト(200～ 240g)を犠牲死 させ た 後 に 脾臓
を摘出し , 反応細胞と同様 に 金属 メ ッ シ ュ で 濾過 した 後 , 低張
緩衝液で洗浄 し赤血球を除去 し , 10 % F C S,5×10
- 5M 2-M E加
R P M I-1640液 に 細胞 を 浮遊 さ せ , リ ン パ 球 の 最 終濃度 が
2×1 0
6
個/ml とな る よう に 細胞浮遊液を調整 した . こ の 細胞浮
遊液 に 2000r ad の 照射を 行 い 刺激細胸と して 使 用 した .
3 . 反応細胞 と刺激細胞の 混合培養
反応細胞(3×1 06 個/ml)10ml と刺激細胞 (2×108 個/ml)
1 0ml を組織培養 フ ラ ス コ (Falc o n, Be cto n Dickin s o n, Lin c oln
Parrk, NJ, U S A) 内で48時間混合培養(37 ℃▲ 5 % C O2) した培養
細胞と培地を それぞれ R N A抽出と E LIS Aに 使用 し, 5 日間
培養 した 培養細胞 を ク ロ ム 遊 離試験 の 作動細胞(effe ctor c ell)
と して 使用 した .
4 . 標 的細胞(target c eu) の 調整
標的細胞 と して コ ン カ ナ バ リ ン A(c o n c a n a v alin A, Co n A)
(和光)で幼君化 した リ ン パ 球 (bla st) を使用 した , 無 処置雄性
B N ラ ッ ト(200～ 240g) を犠牲死 させ た後 に 脾臓を摘出 し , 刺
激細胞 と 同様 の 方法 で細胞浮遊液 を 調整 し た . 但 し , 10%
F CS, 5×10~5M 2- M E,10J唱/ml Co nA 加 R P M ト1 640液 に て 最
終濃度が 2×10憫/血 とな る よう に 細胞浮遊液 を調整 した . こ
の 細 胞浮遊液を フ ラ ス コ 内で 3 日間培養(37 ℃, 5 % C O2) した も
の を標的細胞 と して 使用 した .
Ⅴ . 細胞障害性試験(ク ロ ム遊離試廟 ,
51cr r ele a s e a ss ay)
1 . 標的細胞 (target c ell) の 準備
ラ ッ ト 小腸移植に お ける ゲ ニ ス テ ィ ン の 拒絶抑制効果
Con A 存在下で 3 日間培養 した標的細胞 を 200×g で 5分間
遠 心 後 , 沈 壇 を 回 収 し , 10 % F C S加 RPM I-1640液 に て
5×10
6個/0.2mlとな る よ うに細胞浮遊液を作成 した . こ の 細胞
浮遊液 0.2ml に 50FLCiの Na251crO.(50pl)(第一 生化学工 業 , 東
京)を 添加 し, 37 ℃,5 % C O2下 で ときお り振濠 させ つ つ 45分間イ
ン キ エ ペ - シ ョ ン した . イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ 後 t lO % F C S加
R P M ト1 640液 で 2 回洗浄 し , ク ロ ム 標識標的細胞 の 濃度 が
2×105 個/ml と な る よ うに細胞浮遊液 を作成 した .
2 . 作動細胞(effecto r c ell) の 調整
5 日間混合培養 した反応細胞を 200× g で 5分間遠 心後 l 沈
瞳を 回収 し, 1 0 %F C S加 R P M I-1 640液 に て 1×107 個/rnl と
な る よ う に細胞浮遊液を作成 し, こ れ を 作動細胞液 と した .
3 . 標的細胞と作動細胞の 混合培養
96穴 U底 プ レ ー ト (Nu n c, Roskilde, De n m ark) の 2 つ の ウ ニ
ル (w ell) に作動細胞(1×1 0T 個/血) を 200〃1 ず つ 入 れ , 10 %
F C S加 R P M I-1640液を 用い て倍 々 希釈系列を 2 ウニ ル ず つ 作
成 し, 各 ウ ニ ル 内の 液量 を 10恥1 に調整 した . 各ウ ニ ル に 標的
細胞(2×105 個/ml) を 1 0恥1 ずつ 添加 し全量を 200〃1 と した .
上 記希釈 に よ り標的細胞 に対す る作動細胞 の 比 (effe ctorto
target c ellratio, E/T c ellr atio) ほ 50, 25, 25/2, 25/4, 25/8,
25/1 6の 6段階の 2倍希釈系列 とな る . 自然遊離(spo nta n eo u s
rele a s e)に ほ作動細胞の 代わ りに 1 0 % F C S加 R P M I-1 640液を
10恥1 ず つ 入 れ , さらに標的細胞(2×1 05 個/ml)を 10恥lずつ
添加 した も の を 3 ウニ ル 作成 した . ま た 最大遊離(m a xim u m
r eIe a s e) に は 作 動細胞 の 代 わ り に 1 % 非イ オ ン 性 洗浄剤
(n o nionic dete rgent, IG E P A L C A 630) (SI G M A, St. Luis,
M O, U S A) 水 溶液 を 100/上1 ず つ 入 れ , さ ら に 標 的 細胞
(2×1 05個/ml) を 10恥1ず つ 添加 した もの を 3 ウニ ル 作成 した .
こ の プ レ ー ト を 37 ℃,5 % C 02下 で 4時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た後 1 1000× g で 5分間遠心 し , 各 ウ ニ ル か ら上 清を 10恥lず
つ 採取 し, 51Cr 放出量を オ ー ト ウ ニ ル ガ ン マ ー シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ ー A R C501(ア ロ カ , 東京)に て 測定 した . 下記の 計
算式 に 基づ き特異的51cr 放出量(% spe cific
51
Cr r ele a se)を 算出
し, こ れ を 細胞障害活性 と した .
細胞障害活性(%)
5)Cr実測値(cpm)-51Cr 自然遊離量(cpm)
51Cr 最大遊離量(cpm)- 51Cr 自然遊離量(cpm)
×1 00
上 記計算式の 最大遊離量と自然遊離量は 3 ウェ ル の 平均値を
使用 し, 実測値に は 各希釈同倍率 2 ウニ ル の 平 均値 を使用 し
た .
また 上 記 リ ン パ 球 混合培養 ･ 細胞障害性試験 に は各実験群の
レ シ ピ エ ン ト ラ ッ トを 3 匹ず つ 使用 した . す なわ ち , 各群に つ
い て 3 回ず つ 施行 し, 統 計学的有意差検定に は こ の 平均値 を用
い て行 っ た .
Ⅵ . E L IS A
リ ン パ 三阻混合培養4 8時間後 の 培 養液 中 の Ⅰし2 濃度 を
E LIS A キッ ト を用 い て 測定 した . リ ン パ 球混合培養48時間後
の 培養液を 200× g で 5分間遠心後 , 上 清を 採取 し, こ の 上 清
中の l し2蛋白量を Ⅰし2 E LIS A キッ ト (Endoge n, Ca mbrid-
ge, M A, U S A) を 用 い て サ ン ドイ ッ チ 法 に て 測定 し た . 抗
Ⅰし2 抗体(固相化一 時抗体)で コ ー テ ィ ン グ され た96穴 プ レ ー
トに 検体(培養上清液)を 50/上1ず つ 加 えた . また コ ン ト ロ ー ル
と して 10 % F C S, 5×1 0
~ 5M 2-M E加 R P M I-1 640液 を 使用 し
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た . さ ら に 検量線 を作成す るた 捌 こ , 3種 類 の 濃度(170p g/
ml, 34p g/ml, Opg/ml)のIL-2標準溶液を作成 し, 検体 と同様に
5恥1ず つ 各ウ ニ ル に 加え た . こ の プ レ ー ト を 37℃ で 2時間イ
ン キ エ ペ ー シ ョ ソ した 後, 洗浄緩衝液で 5回 洗浄 し, 酵素標識
2次抗体溶液を各 ウ ニ ル に 10恥lず つ 加え, 再度 37℃ で 1 時
間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した . プ レ ー トを洗浄緩衝液で 5回洗浄
した後 , 発色基質を各 ウ ニ ル に 1 0恥1ず つ 加え , 室温 で暗室に
30分間放置 した . 反応停止液を各 ウ ニ ル に 10恥1 ず つ 加 え ,
450n m と 550n m の 2 波 長.で 吸光度 (O D) を 測定 し た .
450nm の 吸光度(O D.5｡) か ら 550n m の 吸光度(O D55｡)を引き算
した値(O D15｡- O D55｡) を実測値と して使用 した . リ ン パ 球混合
培養の 反応細胞 と して 用い た 脾細胞 は各実験群の レ シ ピ エ ン ト
3匹ず つ か ら採取 した . すな わ ち , 各群に つ い て 3 回ず つ 施行
し , 統計学的有意差検定には こ の 平均値を用い て行 っ た .
Ⅶ . 逆転写(r eve rs etr a n s criptio n, R TトP C Rサザ ンプ ロ ッ
トハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン
1 . 全 R N Aの 抽出
R N Aの 抽出 に はイ ソ ゲ ン (IS OG E N)(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富
山) を用 い て 行 っ た . リ ン パ 球混合培養48時間後 の 培養液 を
200×g で 5分間遠心後, 細胞沈鐘を採取 し, 1mIの イ ソ ゲ ソ に
溶解 し据拝 , 懸濁 さ せ た後 , 1 分間室温で静置 した . ク ロ ロ ホ
ル ム (chlor ofor m)を 0.2ml添加後 , 据絆, 懸濁 させ 3分間静優
し, 4 ℃,12000×g で15分間遠心 した . 上 清を 採取 し, 0.5mIの
イ ソ プ ロ ピ ー ル ア ル コ ー ル (is opr opa n ol)を 加え , - 20 ℃ で 1時
間静置後 1 4℃, 12000×g で10分間遠心 した . 上 帯を 除去 した
後 , 1ml の75% エ タ ノ ー ル (etha n ol) を 加 え , 据絆 後 , 4 ℃,
7500×g で 5分間遠心 し, 再び上 清を 除去 し10分間減圧乾燥 し
た 後▲ 滅菌蒸留水 に 溶解 した . 各 R N Aの 260n m に お ける吸光
度(O D260)を測定 し, 1 0 Dを 40p g/mlと して R N A濃度を計算
した . 移植小腸片か らの R N Aの 抽出ほ , 組織 を採取後 , 直 ち
に ほ さ み で 細切 し, 1ml の イ ソ ゲ ン (4 ℃)を入 れ た ホ モ ジ ナ イ
ザ ー 用ガ ラ ス 容器 に 移 し, ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 破砕 , 懸濁させ た
後, 培養細胞と同様の 操作 で 行 っ た .
2 . プ ライ マ ー (prim er)お よ び プ ロ ー ブ(probe)用オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド(01igon u cle otide) の 作成
405塩基対の ラ ッ ト I L-2 遺伝子 cD N A15}を特異的 に 増幅する
PC R プラ イ マ ー と して セ ン ス プ ラ イ マ ー (67 - 88): 5
'
-T C-
A A C A G C G C A C C C A C T TCA AG-3
'
と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー (447 - 469):5
'
-G T T G A G A T G A TGC T G A C A G A-3
'
, お
よ び プ ロ ー ブと して 5
'




- 338) を ラ ッ ト Ⅰし2 遺伝子 cD N Aの 塩基配列 よ
り決定 した . 5 60塩基対の ラ ッ ト IL-2 Rβ鎖遺伝子 cD N A16)を特
異的 に 増幅す る PCR プラ イ マ ー と し て セ ン ス プ ラ イ マ ー
(852- 871):5
'
qA TGC CTTC TACTG GTCCT C G-3
'
と ア ン チ セ
ン ス プ ラ イ マ ー (1390- 1409):5
'
-G A G A A G A G C A G C A GGT-
C A T C-3
'
, お よ び プ ロ ー ブ と し て 5
'
-A A T C T C C C C T C C C A-
C C T C T G C T C T T C T C-3
'
(1322- 1346)を ラ ッ ト I L-2 Rβ鎖遺
伝子 cD N Aの 塩基配列よ り決定 した . また98 4塩基対の ラ ッ ト
グ リ セ ル ア ル デ ヒ ドー3 - リ ソ 酸脱水素酵素(gIyc er aldehyde-
3Lpho sphate-dehydrogenas e, G 3P D H) 遺伝子 cD N A1 7) を特異的
に 増 幅す る P C R プラ イ マ ー と し て セ ン ス プ ラ イ マ ー
(35- 57):5
'
-T G A A G G T C G G T G T C A A C G G A T TT-3
'
と ア ン チ
セ ン ス プ ラ イ マ ー (995- 1016):5
'
一 A T G T A G G C C A T G A G G T-
C C A C C A-3
'
, お よ び プ ロ ー ブ と して 5
'
-A T C C A T G A C A A C-
722 向
T T T G G C AT C G T G G-3
'
(514- 538) を ラ ッ ト G 3P D H遺伝 子
CD N Aの 塩 基配列 よ り決定 した . プ ロ ー ブ D N A lOpm olに 対 し
[T-32P]A T P(Am e rsha m, Gr e e n which, C T, U S A)10pCi, ポ リ
ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ 緩衝液【50mM Tris-H Cl(pH 7.6), 10m M
塩 化 マ グ ネ シ ウ ム (MgCl2), 5皿 M ジチ オ ト レ イ ト ー ル
(dithiothreitol, D T T), 10m M ス ペ ル ミ ジ ン (sper midin e- H Cl),
1m M E DT A】,1 0単位 T 4 キナ ー ゼ ( 和光)お よび滅菌蒸留水を
加え全量 6mlと し, 37 ℃で45分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 5, 末
端を 標識 した後 , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ に 用い た .
3 . 逆転写(R T) 反応
各 R N Aサ ン プ ル 4pgに オ リ ゴ (d T) プ ラ イ マ ー [oligo
(d T) 16prim er] (Perkin Elm er, Br a n chbu rg, Ne w Jer sey,
U S A)1p gを 加え 蒸留水 で全量 33ml と し , 68℃, 15分 間加熱
後 , 水 中 に て 急 冷 し た . こ れ に R T 反応緩 衝 液 [50m M
Tris-H Cl(pH 8･3), 75m M 塩化 カ リウ ム (K Cl),3m M 塩化 マ グ ネ
シ ウ ム (M gCl2). 10m M D T], デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合
液(d A T P, d C T P, d G T P, d T T P各 0.5m M), R N A分解酵素阻
害 国 子 (ribo n u cle a seinhibitor, R Nasin) (Pr o m ega Biote c,
Madis o n, W I, U S A)2 単位 , 逆 転写酵素(M oloney m u rin e
le uke mia vir u sr eve rs etr a n sc ripta se, M -M L VR T) (Gibc o)
200単位お よ び 滅菌蒸留水 を 加え全量 50〃1と し , 42 ℃で 1時 間
イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ し cD N A を合成 した . さ ら に95 ℃に て 5
分間加熱 した 後 , 水 中に て急冷 した . 各 々 の CD N A溶液 5恥1
は R N A 4FEg か ら合成 され た もの で あるた め , R N A IF唱か ら合
成 され た cD N A量 に 相 当す る溶液量 ほ 12.5〟1 と な る. ま た
RN A l O
- 1
p g,1 0.2FLg,1 0.3FLg に相当す る cD NA 溶液量ほ そ れ ぞ
れ 1 2･5×10~1れ 12.5×1 0~2止 1 2.5×1 0-3J∠1に 相当す る . こ の た
め cD N A溶液の 4段階10倍希釈系列(原液, 10倍希釈液 , 102倍
希釈液 , 1 03 倍 希釈液) を作成 し , そ れ ぞ れ 1 2.5〃1 ず つ を
P C R反応に 使用 して , 目的 とす る m R N Aの 定量化を行 っ た .
ま た IL-2 m R N A お よび IL-2Rβ 鎖 m R N A発現量の 定量化 に
際 し, G 3王)D H ほ内部 コ ン ト ロ ー ル と して 使用 した .
4 . P C R反応
各 々 の cD N A溶液 1 2.5pl に P C R反応 緩衝 液 [1 0m M
Fig･1･ Graft s u rvi al days after the oper ation u ntilthe
ap pe ar a n c e of the reje ctio n･ Reje ction w a s clin ically
defin ed a sthe ap pe a ra n c e of a ab do min aI palpable m as s,
a nd alw ays c o nfirm ed by histologic al e x aminatio n. T he
S Olidpoly gro n al line show s the gr aft s u rvi al days of
ge nistein gr o up (n = =10) a nd the broken polygro n al lin e
Sho w sthe graft s u r vi al days of n o ndtr e atm e nt grO up
(n = 8). *P < 0. 01 by ge n er aliz ed W ilc o x o n.
Tris-H Cl(pH 8･3), 50m M 塩化 カ リ ウ ム , 1.5m M 塩化 マ グ ネ シ
ウ ム ー 0･01 %ゼ ラ チ ン (SI G M A), デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混
合液(d A T P, d C T P. dG T P, d T T P各 250FLM)], セ ン ス およ び
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 各 50pm ol, Taq D N Aポ リ メ ラ ー ゼ
(Pe rkin Elm er)1 単位 お よ び滅菌蒸留水を加え全量 20FL=こ調整
した ･ こ れ に 20iLl の ミ ネ ラ ル オ イ ル (SIG M A) を 重層 さ せ ,
サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (P C 700)(ア ス テ ッ ク , 福 岡) で P C R反応
を行 っ た ･ 熱変 成を 94 ℃, 1 釧 乳 ア ニ ー リ ン グを 58 ℃11 分
30秒F凱 D N Aの 伸長 を 72 ℃,2 分間と し, これ を 1 サ イ ク ル と
して23サ イ ク ル 施行 した 後, 熱変成 を 94 ℃, 1 分間, ア ニ ー リ
ン グ を 58 ℃, 2 分間 , D N Aの 伸長を 72 ℃, 5分間 で さ ら に 2サ
イ ク ル 行 っ た .
5 . 増幅 D N A断片の 検出
P C R反応後 の D N A溶液に滅菌蒸留水 80pl とク ロ ロ ホ ル ム
15恥1 を加 えて 振塗 した 後 , 上層 の P C R反応溶液を採取 した .
こ の 溶液に 1毎1の 3 M酢酸 ナ ト リ ウ ム(pH 5.2)と99% エ タ ノ ー
ル を 30恥1 添加 し , - 8 0℃ で 3 0分 間放置 し た 後 , 4℃,
1 50 ×g で20分間遠心 し, D N Aを沈殿 させ た . こ の D N Aを
80% エ タ ノ ー ル で 洗 浄後 , 減圧乾燥 し∴試料溶解液 [0.06 % ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー (br o m ophe n ol blu e), 0.06 %キ シ レ ン シ
ア ノ ー ル (Ⅹyle n e cya n ol), 6･7 % グリ セ ロ ー ル (glyc er ol)を 含む
ト リ ス ー E D T A(T E) 緩衝液(1 0m M Tris-H Cl, 1m M E DT A,
pH 8･0)]9〃1に 溶解 した . 各試料は 0.5鵬/血 の 臭化 エ チ ジ ウ ム
(ethidiu m br o mide) を 含む泳動緩衝液(40m M Tris, 20m M 酢
酸 ナ ト リ ウ ム , 1m M E D T A, PH 8.0; T AE) 中で , 定 電 圧
1 00Vに て , 1. 5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル (aga ro s egel)を用 い て 電気泳
動を行 っ た . 泳動後 の ゲ ル ほ 紫外線照射下に写真撮影 を行 っ た
後, サ ザ ン 法1 8)に 準 じて D N Aの 転写を 行 っ た . すな わ ち , 泳
動終了後 の ゲ ル を ア ル カ リ変成液(0.5 M 水酸化 ナ ト リ ウ ム ,
1･5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム) 中で30分間振返 し D N A を変成 さ せ た
後 , 中和液(3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.5 M Tris-H Cl, pH 7.2) 中で
の15分間 の 振返を 2回 線 り返 した . D N A は 20×SC C を用 い て
ゲ ル か ら ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (Hybo nd-N +nylo n
m e mbra n e
,
A m ersha m) に 転写 した . 転写後 の フ ィ ル タ ー に10
分 間紫外線を照射 して D NA の フ ィ ル タ ー へ の 固定を 強固なも
の と した . フ ィ ル タ ー を ラ ビ ッ ド ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン バ ッ
フ ァ ー (Rapid hybridiz atio nbuffer, Am er sha m)を 満た した ハ
イ プ リバ ッ ク (コ ス モ バ イ オ , 東京) 内に 入 れ , 42 ℃の 恒温水槽
内で ほ分間プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . そ の 後 ,
32P で標識 した ブ ロ ー べ を 最終濃度 が 1pm ol/血 と な る よ う に
ハ イ プリ バ ッ ク 内 へ 投 与 し, 42 ℃の 恒温水槽内で 2時間ノ＼ イ ブ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後の フ ィ
ル タ ー を42 ℃の 2× S S C, 0.1 % S DS 溶液 で15分間 2回 洗浄 した
後 , バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー (富士 フ ィ ル ム , 東京)を 用い
て , P C R増幅 D N A断片 に 相補的 に 結合 した プ ロ ー ベ の 放射括
Tablel. Gr aft s u rvi al days
No. of
r ats u sed
Graft s urviv al days
Ra nge 文 士S D
Non-treatrn e nt 8 5～ 7
Ge nistein lO 13～ 17 1…:;≡呂:…]*
Co ntro1 5 > 21 . > 21
*P < 0. 01 by ge n era riz ed W ilco x s on
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Fig. 2. Histopatholog yofthe allogr afts on po stoperativ eday
7th. A . Allogra.ft vie w of the n o n-tr e atm e nt gr O up.
Sm all bo we=s showing n e cr o sis a nd se v er edistortio n of
the m u c o sa, nd m o n o n u cle ar c eus infiltr ate within the
lamin apr opria(reje ctio n algr ade 3). B. A llogr aft vie w of
the ge nistein gro up. Sm au bo w el is n or m al with mild
m o n o n u cle a r c ells infiltr ating to the m u c os a(r eje ction al
gr ade O). (H Estain . ×250)
性 を測定 した .
Ⅶ . 統計学的検討
各数値ほ 支 ±S Dを も っ て表わ し, 移植小腸片 の 拒絶ま での
生者 日 数 の 比較検定 に は 一 般化 ウ ィ ル コ ク ソ ソ (ge n eralized
W ilc oxo n) 検定を 用い , 術後 7 日目 の 拒絶の 程度や E LIS Aの
測定結果お よ び特異的51Cr 放出量 の 比較検定 に ほ マ ン フ ォ イ ッ
ト ニ ー (Ma n n-W hitn ey) 検定を用い て行 い , 危険率5% 未満を
有意な相関あり と した .
成 績
1 t 移櫨片生者期間
無治療群(n = 8)は全例 , 移植手術後 7日 目ま で に 拒絶 が確認
され , そ の 平均生者期間は 5.7 士0.2 日 で あ っ た . 一 方 , ゲ ニ ス
テ ィ ソ 投与群ほ リ ン パ 球混合培養を行うた め に術後 7 日目に 犠
牲死 させ た 3例を除く1 0例 に お い て t 全例術後12 日目 まで 拒絶
ほ確認 されず , う ち 5例ほ 術後14日 目 ま で 拒絶 が確認 さ れ な
か っ た . そ の 平均生着期間ほ 14.7 土0.3 日で あり , 無治療群に
比べ て 有意に (p<0.001) 長か っ た (表1 , 図1). 同系移植を
行 っ た コ ン ト ロ ー ル 群 ほ 全例(n = 5)t 移植後3週間以上 の 観察
を行 うも拒絶 は認められ な か っ た . 移植後 7 日 目の 覿織学的拒
絶の 程度 は , 無治療群で ほ 全例(n = 8), グ レ ー ド3 (s e v er e
reje ctio n)の 高度の 拒絶が認め られ た(図2A)の に 対 し, ゲ ニ ス
テ ィ ソ 投与群は 3例中2例が グ レ ー ド0 ( 国2B)で 拒絶の 兆候
を認 めず , 他の 1例もグ レ ー ド1 の 軽度の 拒絶を認め るの み で
あ っ た (表2).
Ⅰ . リ ンパ球混合培養 , 細胞障害性試験
1 . 細胞障害活性(ク ロ ム 遊離試験)
細胞障害括性は特異的51Cr 放出量(%spe cific
51Cr r ele as e)と
して 表わ した , 横軸を 対数 と した 片対数 グ ラ フ の 縦軸に こ の 特
異的 51Cr 放出量を プ ロ ッ ト し, 横軸に 標的細胞 に対する作動細
胞 の 比(effectorto target c ellr atio, E/T c e11ratio)を プ ロ ッ ト
す る と , 各実験群ともほ ぼ直線的な 正 の 相関が認 め られた (図
3). こ の こ と よ り, 各実験群間に おけ る特異的 51Cr 放出量の 統
Table2. Reje ctio n algrades of allogr afts at postope ratト




No. ofr ats with
r eje ctio n algr ade
0 1 2 3
No n-tr e atm e nt 8 0 0 0
Ge nistein 3 2 1 0
*P< 0. 01 by M a n n-W hitn ey
Table3. Cytoto xic T lympho cytes (C T L)- m ediated
CytOtO Xicity assay
Gr o up
r£;▲ご三e｡ E/T ratio 慧e器…晋品
No n-tr e atm ent 3
Ge nistin 3




E/T r atio, effe ctorto target c el ratio.
*P<0.001 by ge n emi iz ed W ilc o x s o n
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計学的有意差検定 は , 標的細胞に 対す る作動細胞 の 比が 50(E/
T ratio = 50)の 優に つ い て 行 っ た . コ ン ト ロ ー ル 群 の 特異的
51cr 放出量(E/T r atio = 50)が 37 士3.0 %, 無治療群 の そ れ が
33 土2.0 % であ っ た の に 対 し, ダ ニ ス テイ ソ 投与群 の 特異的
51
Cr 放出量(E/Tr atio = 50)ほ 1 5 ±2.5 % であり , 他の 2群に 比
べ て 有意に低か っ た (p<0.0001)(表3).
2 . リ ン パ 球混合培養上清中の I L-2 濃度
無治療群 (n = 3) の リ ン パ 球混合培養 上 席中 Ⅰし2 濃度 は
1.5 6 2 5 3.1 2 5 6.Z 5 1 2.5 2 5 5 0
Logz(E/Tratio)
Fig･ 3･ C T しm ediated cytoto xicity of sple e n c ells is olated
fr o m the r e cipie nt har v e sted at po stoper ativ e day 7th.
SpIe e n c ells w er eis olated fr o m n o n-tr e ated(○), ge nistein
tr e ated(◎)or c o ntr ol(⊂])rat. 51Cr rele a s efrom Co n- A
bla st target c ells fr o m B Nr at w a s a ss ayed at E/T c ell
r atios of 50:1 to 25:16. A ua ssa.ys w e re r epe ated atlast
O n C e and w er eperfor m ed thr e e r ats in ea ch gro up, a nd
r e sults ar e e xpre s sed as 支 士S D. *P < 0. 001 by M a nrl-
W bitn ey.
Non -tre atment Ge nist ein ControI
Fig･ 4･ Qu a ntitativ e m e a s ur e m ent of Iし2pr odu ctio n in
mix ed cultu r e sple en c ells is olated fror nthe r ecipie nt
ha r ve sted at po stoper ativ eday 7th u sing the E LIS A kit.
M ix ed lym pho cyte rea ctio n w asperfor m ed for48 hr with
B Nrat sple e nce11s, and r espo nde rto stim ulato r c ellratio
W a Sin stituted at 3: 2･ M e as ur e m e nt w ere rep ated at
last o n c e r e spe ctiv ely a nd w ere perfor m ed thr e e r ats in
ea ch gr o up, a･nd re s ults ar e expr e ss ed a s 支 ±S D. *P
､
< 0.0001 by M a n n- W hitn ey.
30 士1･6p g/ml で あ っ た . 一 方 , ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 の そ れ ほ
IO ±3･ p g/血 で あり , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群 の ほ う が 無治療群
に 比 べ て 有意に低 か っ た (p< 0.0001)(図4). コ ン ト ロ ー ル と し
て用 い た 1 0 % F C S, 5×1 0~5M 2-M E加 R PM ト1640 液の 測定値
ほ感度以下であ り, ま た コ ン ト ロ ー ル 群の リ ン パ 球混合培養液
中の Ⅰし2 濃度は 3±5.1p g/ml ときわ め て低値で あ っ た .
3 . リ ン パ 球混合培養細胞 に おけ る Ⅰし2,IL-2 Rβ鎖 お よ び
G 3 P D Hm R N Aの 発現
リ ン パ 球混合培養48時間後の 培養細胞の IL-2, Ⅰし2 Rβ鎖 お
よび G3 PD Hの m R N Aの 発 現を観察す るた め に , 各実験群の
培養細胞 よ り抽出 した R N A から , オ リ ゴ (d T)プ ラ イ マ ー を 用
い た 逆転写反応に よ り作成 した cD N Aの 段階希釈系列 を作成
し , P C Rを施行 した . ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動後, 各 P C R産
物を臭化 エ チ ジ ウ ム 染色 に よ り解析 した結果 , Ⅰし2 に 対す るプ
ラ イ マ ー ペ ア ー で は I L-2 m R N A由来 の 4 0 5塩基対 の 増幅
D N A断片が特異的に 検出され , IL-2 Rβ鎖 に 対す る プ ラ イ マ ー
ペ ア ー で は Ⅰし2 Rβ 鎖 m RN A由来 の560塩基対 の 増幅 DN A
断片が特異的に検出 され , ま た G 3P D Hに 対す る プ ラ イ マ ー ペ
ア ー で は G 3P D HmR N A由来の984塩基対 の 増幅 D N A断片が
特異的に 検出 され た (図5). それ ぞれ の 増幅 DN A断片の 塩基
配列 に 特異的な ブ ロ ー べ を用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ
M CI C.: C:】 GI G2 G3 RI R? R3
ル ー2
イ■~~~40 5bp
抽 斗沌 11 1汀ぞ寸な一 項経典ヤ十㍉や掛叩射洩
rt･･1 CI C.? C3 GI G2 GJ R† R2 Rこl
lL-2RドC汀緑雨
一 ト 5 60 bp
用 甘 Ⅷ - 1 1即 雄㌢半時り掛り ∵∴ ↑ ぬ1 即 摘 汀廟
h･1 じ, C.｢ じ1 GI Gこr GI RI R=J Rコ
G3 PD H
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Fig. 5･ Agar o s egel ele ctr ophoresis of e a ch R T-P C R
PrOdu ct. Total R N A(4 pg)fr om the 48 hr mix ed c ulture
r espo nder c ells, is olated fr o m the r e cipie nt har v e sted at
po stoper ativ e day 7th, with stim ulator c els of B Nr at
Splee n c ells, W aS r e V er Setr a n S Cribed in cD N Aa nd the
CDN Aw a sdiluted r a nging fro m xl O
3 toxl and a mplified
by 25cycle s of P CR. Total R N Ae xtra ction fro m the
C O ntr Ol gro up r e spo nderc ell(Cl.3), genistein･grO up r e SpO nd-
e r c e11(Gl.3) or n o n-tre atm e nt r eSpOnder c ell(R._3). (bp,






























































































ラ ッ ト小腸移植に おけ るゲ ニ ス テ ィ ソ の 拒絶抑制効果
ゼ ー シ ョ ン 法に よ り ∴増幅 D N A断片の 解析 を行 っ た . そ の 結
果 , m R N A由来増幅 DN A断片は , 各 々 が 単 一 の バ ン ドと して
検出され た (図6). 一 方 , リ ン パ 球混合培養細胞か ら抽出 され
た R N A を用い て ∴逆転写酵素を添加せずに R T-P CR の 一 連の
操作 を行 っ た と こ ろ増幅 D N A断片は検出 され なか っ た . すな
わ ち本法 で 検出 され た D N A断片は , 抽 出 した R N A溶液中に
混入 した ゲ ノ ム D N Aよ り増幅 され た もの で ほ なく , m R N A よ
り逆転写 に よ り合成 され た cD N Aに 由来す るも の と 判断 さ れ
る . 検 出され た D N A断片は , 相補結合 した プ ロ ー ベ の 放射活
性 を測定す る こ と で 定量化 した . 両対 数 グ ラ フ の 横軸 に 鋳型
R N A量を プ ロ ッ ト し, 縦軸に 測定 した 放射活性畳 を プ ロ ッ ト
する と ▲ 両者は ほ ぼ 直線関係 に な る と と もに , こ の 直線の 傾き
は P C Rの タ ー ゲ ッ トが 同 一 の 場合 , 各実験群間で の 違 い ほ 認
め られず ほぼ 一 定 で あり , 本法の 高い 定量性 が示 され た . また
遺伝子発現 の 内部 コ ン ト ロ ー ル と した G 3P D Hの 発現量に ほ各
実験群間で ほ とん ど差 ほ 認 め られ な か っ た (図7). 最終 的 に
ほ t ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群 お よ び 無治療群 の 増幅 D N A断片畳
は ▲ それ ぞれ の 放射活性値を コ ン ト ロ ー ル 群の 放射活性値 で 補
正 した相対的な値 と して 表わ し, さ ら に デ ニ ス テ ィ ン 投与群 お
よ び 無治凍群 の II. -2 お よび IL-2 Rβ 鎖 の mR N A発現量 は ,
そ れ ぞれ の 相対的増幅 D N A断片量を個 々 の G 3P D Hの 相対的
増幅 D N A断片量で補正 した 値と して表わ した . これに 基づ い
Table4. Dete ctio n of I し2, IL-2 re c eptorβ chain a nd
G 3P D Hm R N Ae xpres sio n by R T-P C Rm ethod fro m
mix ed c ultur elym pho cyte
Re sponder c eu
Relativ e a m o u nt ratio of Relativ e a m o u nt
P C Rpr odu ct of m R N A
I L-2 IL-2 R G 3P D H IL-2 I L-2R
No n-tr e atm e nt 20 82 0.36 55. 228
Ge nistein 2 12 1.24 1.6 10




1 0･2 1 8･- 1 1 0･ 2 10･1 1 10･: 10･1 1 T ot alR N A (=g)
Fig. 6. So uther nblot an alysis ofI し2,IL
-2 r e c eptorβchain
a nd G 3P D Hm R N A R T-P C Rpr odu cts fro m s erial dilutio n s
of the cD N Ar e v e rs etr an sc ribed fr o m the total R N A
Which fr o m the 48 hr mix ed c ultur e re spo nder c eus,
is olated fr o mthe r e cipie nthar v e sted at po stoper ativ eday
7th, With stim ulator ce11s of B Nr at spleen c ells. Tota.1
R N Ae xtr a ctio n fr o m the c o ntrol gr o up re spo nder c e11
(Cl.3), ge nistein gr oup re sponder c ell(Gl_3)or n o n-tre atm e nt
































Fig. 7. Radio a cti vity of P C Rpr odu ctsfro m the 48 hr miⅩed
C ultu re r espo nder c e11s u sing the inte nsity ofthe hybridiz a-
tio n sign als in Fig. 6. T he r adio activites of the P C R
pr odu cts sho w nin Fig. 6 w e re a n alyz ed u sing a Fujix
Bioim age a,n alyz er a nd de sc ribed in arbitary u nits(A U)per
m m
2
. T he r adio activity w asplotted again st the c o n c e ntra-
tio n oftotal R N Aa ste mplate. The se figu re s sho w the
expre ssio nlev els oftheIL-2(A),IL-2 receptorβ chain(B)
a nd G 3P D H(C)ge n esin the rnix ed c ultur e r espo nder c ells
Of c o ntrol gr o up (ロ), ge nistein gr oup (⑳)a nd n on-tre at-
m e nt gro叩 (○).
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Fig･ 8･ So uther nblot a n alysis of I し2, IL 2r ec eptorβ chain
a nd G 3PD HrnR N A R T-P C Rpr odu ctsfr o m s erial diltltio n s
Of the cDNA r e v e rs etr an sc ribed fr o m the total RNA
Which 王r o mthe graftedinte stin e s. Total R N A(4 pg)fr o m
the gr afted inte stin e s w as re v ers etr a n sc ribed in cD N A
and the cD N Aw a sdiluted ra nging fro mxl O
4 toxl a nd
a mplified by 25cycles of P C R. Total R N Ae xtr a ctionfro m
the gr afted inte stin e of c o ntr ol gr o up har v ested at
PO StOperativ e day 7th(Cト,), ge nistein gr o up ha rv ested at
po stoper ativ eda･y 7th(Gl.3)a nd po stoperativ e1 4th(G
'
l.3)o r
n o n-tr e atm e nt grOup har v e sted at po stoperativ e day 7th
(Rl.3). (bp, ba s epair)
G 3PD H
Table5. Dete ctio n of IL-2 a nd IL-2 r e c eptor β chain
m R N Ae xpr es sio nby R T-P C Rm ethod fro mlymphoc-
yte of mix ed c ultur e
Tiss u9 0f Relativ e a m ｡ u nt｡f m R N A
Gr aftedinte stin e e x a min atio n
(P O D) Ⅰし2 Ⅰし2 R






P O D, PO StOpe rativ eday
て リ ン パ 球混合培養細胞中の IL-2 お よ び Ⅰし2 Rβ鎖 の 相対的
m R N A発現量を ダ ニ ス テ イ ン 投与群 と無治療群で比較 した 場
合 , 無治療群で ほ ダ ニ ス テ イ ン 投 与群 に 比 べ て35倍 の I L-2
m R N A を過剰発現 して お り , また Ⅰし2 R二β鎖 m R N A につ い て
は無治療群 で ダ ニ ス テ イ ソ 投与群に比 べ て23倍 の 過剰発現が認
め られ た (表4).
Ⅲ . ラ ッ ト移櫨小腸片 におけ る H√2, IL-2 Rβ 鎖お よ び
G3 P D HImR N Aの 発現
リ ンパ球混合培養細胞の IL-2,Ⅰし2 Rβ 鎖お よび G 3P D Hの
m R N Aの 発現を 観察す る場合 と同様に , 各実験群の 移植 7 日
日お よ び ゲ ニ ス ティ ソ 投与群の 移植14 日 の 移植小腸片 よ り抽
出 した R N A から逆転写反応に よ り作成 した cD N Aの 段階希釈
系列 を作成 し P C R を施行 した . ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳動後 ,
各 P C R産物 を臭化 ユ チ ジ ウ ム 染色に よ り , そ れぞれの 遺伝子
に対す る プ ラ イ マ ー ペ ア ー で 目的 とす る D N A断片が特異的 に
増幅 され て い る こ と を 確認 L た. また そ れぞれ の 増幅 D N A断
片に特異的な ブ ロ ー べ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ い ＼ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ソ 法に よ る解析 を行 っ た . また こ の 際 m R N A由来増
幅 D N■A 断片は単 一 の バ ン ドと して検出 され た (図8). 検出さ
れ た D N A断片は t 相補結合 した ブ ロ ー ベ の 放射活性を測定す
る こ とで 定量化 した . ダ ニ ス テ イ ン 投 与群 お よ び 無治療群 の
IL-2 お よ び IL-2 Rβ鎖 の m R N A発現量ほ , そ れ ぞれ の 相対的
増幅 DN A断片量 (コ ン ト ロ ー ル 群 の 増幅 D N A断片量 で 補正
した 値) を個 々 の G 3P D Hの 相対的増幅 D N A断片量(コ ン ト
ロ ー ル 群の 増 幅 DN A 断片量 で補正 した 値) で補正 した値 と し
て表わ した . こ れ に 基づ い て移植 7 日 目の 移植小腸片 の IL-2
お よび I L-2 Rβ 鎖の 相対的 mR N A発現量を ゲ ニ ス テ ィ ン 投与
群(拒絶 grade O) と無治療群(拒絶gr ade 3) で 比較 した場合 ,
無 治療群 で は デ ニ ス テ ィ ソ 投 与群 に 比 べ て 30 0倍 の Ⅰし2
m R N Aを 過剰発現 して い た が , I L-2 Rβ鎖 m R N Aに つ い てほ
両者 の 発現量 の 間に 2倍程度 の 差 しか 認め られ な か っ た . また
無治療群移植 7 日日の 移植小腸片 と ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群移植14
日目(拒絶gr ade 2) の 移植小腸片 の IL-2 お よび IL-2 Rβ鎖の
相対的 m R N A発現量 を比較 した 場合 , 移植14 日日ゲ ニ ス テ ィ
ソ 投与群 で は拒絶が起 こ っ て い るもの の そ の 程度 は グ レ ー ド2
で あり , 移植 7 日目無治療群 の I L-2 m R N A発現量 の 5分 の 1
に と どま っ て い た . 一 方I L-2 Rβ 鎖 m R N Aに つ い て ほ両者の
発現量の 間に 差 ほ認め られ な か っ た (表5).
考 察
同種移植片(ア ロ グ ラ フ ト) の 拒絶(r eje ctio n)l g)ほ T細胞 の 移
植抗原(ア ロ 抗原)の 認識 と細胞破壊 に よ り起 こ る . そ の 際 , 標
的 とな る おもな 抗原は主要組織適合抗原(Tn ajo rhisto c o mpat-
ibility c o mple x, M H C) で ある . ヒ ト の M H C は H L Aで ある
が , ラ ッ トで ほ R T-120) と呼ばれ , B Nラ ッ トと L E Wラ ッ ト で
ほ こ の R T-1 が異な る . すな わ ち , B N ラ ッ トか ら L E Wラ ッ
ト へ の 小腸移植 は M H Cの 異 な る異系移植 (alloge nic s m all
bo w eltr a n spla ntatio n)と い う こ と に な り , 当然強 い 拒絶反応が
惹起 され る21). 今 回 の 実験 でも , 無治療群で ほ全例 t グ ラ フ ト
小腸が術後 7 日以内に 拒絶 され , そ の 平均生者 日数 は 5.7 士0.2
日 と 短か っ た . また 術後 7 日目の 病理組織学的検討でも , 全例
で グ レ ー ド3 の 高度の 拒絶を 呈 して い た . 一 方 , ゲ ニ ス テ ィ ン
投与群の 平均 グ ラ フ ト生者 日数は 14.7 士0.3 日 と, 無治療群 に
比 べ て 有意 に 長く , ゲ ニ ス テ ィ ン が拒絶反応 の 発現を抑制 し,
移植 片(allogr a弼 の 生着日 数を 有意に 延長 させ る こ とが 明 らか
と な っ た .
拒絶 反応 に 際 し , ま ず ア ロ M H Cある い は 抗原捷 示 細胞
(a ntige npre s e nti g c ell, A P C)に よ っ て提示 され た ア ロ 抗原 ペ
プ チ ドを , ヘ ル パ ー T細胞 (helpe rT c ell, T h)が T C R, C D 3複
合体 を介 して 認識す る こ と が 重要であり , こ れ に よ っ て T細胞
が活性化 され Ⅰし2 な どの サ イ ト カ イ ン が 産生 され , 細 胞障害
性丁細胞(cytoto xic T lympho cyte, C T L) など が 活性化 され
る . 惰性 化 され た 細胞障害性 丁細胞 は パ ー フ ォ リ ン (perfor-
in)22)な どの 細胞障害物質(cytolytic m olec ule)を放出 して 標的細
胸(ドナ ー 細胞)を破壊す る . T細胞活性化 へ の 第 1の シ グナ ル
で ある T C R, C D 3複合体を介 した 刺激に よ りT細胞内で は , ま




の 活性化に 続き, Z A P-7025)28)が活性化 され る . こ れ に よ り下流
へ と シ グ ナ ル が 伝え られ Ⅰし2 の 産生 が起 こ る27)■. サ イ ク ロ ス ボ
リ ン A や F K5 06は T細胞内シ グナ ル 伝 達系の 途中にある カ ル
シ ニ ュ ー リ ン (calcin e urin)に 結合す る こ と に よ り , 括性化丁細
ラ ッ ト小腸移植に お ける ダ ニ ス テ イ ン の 拒絶抑制効果
胞 核 内転写 因子 (n u cle arfacto r of a ctiv ated T c ell, N F-
A T)28)の 活性化を 阻害す る2g)301と考 え られ て い る . サ イ ク ロ ス ボ
リ ン A や F K 506は い う なれ ばT細胞内の シ グナ ル 伝達系 の 途
中を阻害す る こ とに よ り 免疫抑制効果を発揮する と い う こ と が
でき るが , 一 方 , T細胞内シ グ ナ ル 伝達系に お い て重要な役割
を担 っ て い る チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ の 活性を ゲ ニ ス テ ィ ン な どの 特
異的阻害剤な どで 直接制御す る こ とに よ り, これ らの 免疫抑制
剤と同様 の 効果を導きだすこ とが で き るの で は な い か と 考え ら
れ る .
M u stelin ら
1 2)は , 培養細胞を 用 い た実験系 で , ゲ ニ ス テ ィ ン




lck の リ ン 酸化(チ P シ ソ キ ナ ー ゼ の 活性化)を抑え
る こ と に よ り , IL-2R の 発現や T細胞 の 増殖を抑制する こ と を
明らか に した . ま た Atlu r uら10)は , 同様 に 培養細胞 を用 い た 実
験系 に お い て , T細 胞活性化 の 副刺激(C OStim ulatory sign al)と
して重要 な C D 2831)32)を
r
rC R と ともに 刺激 した場合の T細胞活
性化 に 際 し, ゲ ニ ス テ ィ ソ を投与す る こ と に よ り , T細胞に 対
する細胞毒性をきた さな い 濃度範囲内 で そ の 活性化が抑制され
る と とも に Ⅰし2 の 産生や IL-2 Rの 発現が抑制 され る こ と を 明
らか に した . さ らに Atlur uらは , こ の C D28と T C R を刺激
する こ と に よ る Ⅰし2 の 塵生は , サ イ ク ロ ス ボ リ ン A で も抑制
され るも の の , IL-2 Rの 発現は サ イ ク ロ ス ボ リ ン A で ほ抑制 さ
れな い こ とを 明 らか に した . すな わ ち , ダ ニ ス テ イ ン は T細胞
活性化 の 情報伝達系に 対 しサ イ ク ロ ス ボ リ ン A とは異な る経路
に対 して も阻害作用を有す る こ と が 明 らか に され た . 本研究 で
も, レ シ ピ ェ ソ トと ドナ ー の 肺臓か ら採取 した リ ン パ 球を用 い
た混合培養試験に お い て , Ⅰし2 蛋白産生量が無治療群に 比 べ て
ダ ニ ス テ イ ン 投与群で 有意に 低く抑え られ て お り , こ の こ と は
m R N Aレ ベ ル で も 明らか で あ っ た . また I し2Rβ鎖発現量 は
蛋白 レ ベ ル で は 証明 して い な い が , m R N Aレ ベ ル で ほ IL-2 と
同様 に , ダ ニ ス テ イ ン 投 与群 で は 無治療群に 比 べ て明 らか に 低
く , 前述 した Atlur uら の 結果に 合致す るもの で あり , ラ ッ ト
小腸移植 モ デ ル を 用い た実験系に お い て こ の こ と を証明 しえ た
こ と ほ極め て 重要な意味 を持 つ もの と 考え る ･ さうに 今回 の 実
験で は リ ン パ 球混合培養 に 続く細胞障害試験 で も, 無治療群に
比べ て ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 で ほ l そ の 細胞障害活性が有意に 低
く 1 ゲ ニ ス テ ィ ン の 細胞性免疫抑制効果を t 培養細胞 レ ベ ル で
ほな く動物を 用 い た実験系 に お い て 同様 に 明 らか に す る こ と が
できた . しか し , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群の 細胞障害活性は無治療
群 に 比 べ て低 い と ほ い へ , 免疫寛容状態 を誘導 で きた 場合に 期
待 で き る レ ベ ル か らみれ ば高値であ っ た . 小腸移植後 8 日目か
ら ゲ ニ ス テ ィ ン の 投与を 中止 した こ と に よ り , 拒絶反応が出現
して く る こ と を 考え れ ば, 今回 の 投与方法で は残念な が ら臓器
特異的寛容導入 ほ 期待 できな い もの と 考え る , 術後 7 日 目 ま で
ゲ ニ ス テ ィ ン を 1 日 20皿g/kg の 割合 で 腹腔内投与 したが , 当
然 の こ とな が らゲ ニ ス テ ィ ン の 投与量を これ よ り増量 した り ,
投与期間を さ らに 延長 した場合に さ らな る効果が期待 で きる の
では な い か と 考え られ る が , 実際に は 以下の 理 由か ら今回 の 投
与量お よび 投与期間の 設定を行 っ た . 1 日の 投与量が こ れ よ り
多 い 量で は ラ ッ トの 著名 な体重減少や 下痢 , 活動性の 低下など
の 副作用が顕著と な り , また 1日 20m g/kg の 量を 8 日間以上
続けた場合も , ダ ニ ス テ イ ン の 副作 用 に 加え て , D M S Oの 毒性
も顕著 とな り致死的となる . さ らに 1 日の 投与量 を減量 した場
合に ほ 拒絶抑制効果 が十分なもの で は な か っ た .
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こ れ ま で の 培養細胞を用い た さ ま ざまな 研究か ら , ゲ ニ ス テ
ィ ン が細胞毒性をきた さな い 濃度範囲内で T細胞 の 活性化を抑
制 し細胞性免疫の 抑制効果を期待で き る こ と が 明 らか に され て
い る わ けだ が , これ らは あくま でも培養細胞 レ ベ ル の 実験系 で
あり , 臨床応用と い う観点か らすれ は解決 しな けれ ばな らない
問題が多々 ある . ダ ニ ス テイ ン は脂肪酸合成阻ぎ 3)や D N Aの
トポイ ソ メ ラ ー ゼ (topois orn er as eⅡ) 阻害作用34)な どの 副作用
を有する上 , マ ウ ス へ の 静脈投与で ほそ の 半減期が 5時間あま
りと短 い35). さ ら に , ゲ ニ ス テ ィ ソ は 基質(AT P) 括抗型 で あり
ハ ー ビ マ イ シ ン Aの よ うに36)Sr c ファ ミ リ ー の テ ロ rン ソ キ ナ ー
ゼ に 特異的な阻害剤で ほ な い た め ! 他 の フ ァ ミ リ ー の テ ロ シ ソ
キ ナ ー ゼ に 対する阻害作用 の 発現も同程度 に 予想 され る . ま た
ゲ ニ ス ティ ソ は極め て 難溶な物質であるた め D M S O に溶解す
る以外 に 有効な溶解方法がな い た め , こ の 点も生休 に 投与する
際の 大きな障壁 とな る . しか し, 細胞性免疫能 を司る T リン パ
球 に 対 して よ り特異的に作用する誘導体が開発され , 生体に対
して毒性の な い 溶解方法や投与方法 の 開発に よ り安定 した 血行
動態 が維持され るな らば , 既存の 免疫抑制剤の 補助薬と して十
分 に臨床応用 が可 能に な るの で は ない か と 考える . そ の た め の
一 つ の 方法と して Ucku n ら35)ほ極め て 興味深 い 報告を行 っ て
い る . ヒ ト前 B リン パ 球性白血病 の マ ウ ス モ デ ル に お い て ▲ B
リ ン パ 球に 特異的な C D1 9に 対す る抗体と ゲ ニ ス テ ィ ン の 免疫
複合体を作成 し, こ れ を こ の モ デ ル に 投与する こ とに よ り ゲ エ
ス テ イ ン 単独投与 に 比べ て 極め て 良好な抗腫瘍効果が発揮 され
る と した . こ の 理 由の 一 つ と して , 抗 C D19 抗体 ･ ゲ ニ ス テ ィ
ン 免疫複合体 の 血 行動態 の 安定性 を上 げて い る . こ の 免疫複合
体 は ゲ ニ ス テ ィ ン に 比べ て血 中の 半減期が長い た め , 有効血 中
濃度を維持す る上 で 好都合 で あ り, さ らに C D 19 を発現 した前
B リン パ 球性白血病細胞 に 比較的特異的 に 結合す るた め , ゲ ニ
ス テ ィ ン が腫瘍細胞の C D19 に付随 した Sr c ファ ミ リ ー の チ ロ
シ ソ キ ナ ⊥ ゼ に 対する 阻害作用 を効率的に 発揮 し, 毒性を きた
さ な い 少な い 投与量で十分な効果 が期待 で きる と ともに 臨床応
用も可能だ と報告 して い る .
ゲ ニ ス テ ィ ソ ほ 可 逆的な阻害剤 で あ る上 , 細胞 内 へ 取 り込 ま
れ に く く , 血 中半減期も短 い こ と よ り , 拒絶反応を抑制す る た
め に ゲ ニ ス テ ィ ン そ の もの を 生体に 投与す る場合 に は , 相 当量
を投与しな けれ ばな らな い わ け だ が , 重篤な 副作用の 発現 と い
う 点か ら , そ こ に ほ お の ずか ら限界があり , 長期的な 拒絶反応
抑制効果を評価す る こ と は できな か っ た . こ の ため 生休内で よ
り効率的で 良好な効果を期待する場合 に ほ l 免疫複合体な どの
誘 導体 と い う 形で ゲ ニ ス テ ィ ン の 臨床応用 へ の 可 能性が論 じら
れ る べ き であろ う. 今回 の よ うに 拒絶反応抑制効果を期待す る
場合も, ダ ニ ス テ イ ン を C D 3, C D 4 や C D 28な ど の T細胞上 の
レ セ プ タ ー に 対す る抗体と の 免疫複合体と い う形 で投与す る こ
と が できれ ば , さ ら に 良好な拒絶反応抑制効果を期待で きるも
の と考 え る . 実際 , C D 3 に対す る抗体 である O K T3や C D 4
対する抗体抑 を ほ じめ , C D28の 2次 シ グナ ル 産生を 阻害す る
C T L A 4-Ig3 柑 )の 拒 絶反応抑制効果 が 明 ら か に さ れ , 特 に
O K T 3 は既に ヒ トに 応用 され良好な結果が得 られ て お り40), さ
らに これ らとゲ ニ ス ティ ン と の 複合体 が開発され るならば, よ
り 強力 で効率的な免疫抑制効果が期待 でき るもの と考え る.
臓器移植に お ける拒絶反応抑制の 理想は , 臓器特異的な免疫
寛容の 誘導 に 他な らな い が , こ の 寛容 の 獲得の メ カ ニ ズ ム に は
未 だ未知 の 部分が多 い た め 一 概に 論 じる こ とほ で きな い が, 一
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般的に ほ , TC R から 一 定 レ ベ ル の 刺激が 入 っ て も副刺激 な ど
が 欠如 しT細胞 が細胞分裂 に 至 らな い 場合に ア ナ ジ ー (免疫寛
容)が誘導 され41), こ の 維持 に は マ イ ク ロ キ メ リズ ム 42)の 形成 が
重要であろうと考えられ て い る . こ の 考え 方に 基づ けば , T細
胞活性化の 副刺激 を司る レ セ プ タ ー に 対する抗体 と ゲ ニ ス テ ィ
ソ と の 免疫複合体 の 開発 ほ , 免疫寛容導入 へ の 可能性を十分 に
期待 させ てくれ るもの と考 え る .
本研究で ほ さ らに 移植臓器(グ ラ フ り ､腸) そ の も の に お け
る I L-2 お よび Ⅰし2 Rβ鎖の m R N A発現畳も比較検討 した .
T細胞活性化に 始ま る サ イ ト カ イ ン ネ ッ ト ワ ー ク に よ る拒絶反
応 の 発現の 中心 的な 役割を担 っ て い る の が Ⅰし2 や I L-2 Rで あ
る こ と よ り , グ ラ フ ト小腸局所に おけ る これ らの m R N Aの 発
現 は , 異系臓器 に 対す るホ ス ト側 の 免疫応答 , すな わ ち 局所 に
お け る 拒絶反応 の 発現 を 表す重要 な 困子 と考 え ら れ る .
m R N A発現量の 比較検討を R T-P CR 法を 用い て行 っ た が , 段
階希釈系列を用 い た 方法ほ m RNA の 定量化に際 し十分に満足
の い く結果が得 られ た も の と考える . これ まで に も移植臓器片
に お け る サ イ ト カ イ ン の m R N A発現量 の 比 較 検 討 に
R T-P C R法を 用い た 報告埠 卜粛 )が な され て い るが , そ の 定量化の
手法ほ必ず しも十分なも の とは 言い 難い . そ の 理 由の 一 つ と し
て , 段階希釈系列 を用 い た 検討がな され て い な い こ とが 上 げ ら
れ る . cD N A溶液の 段階希釈系列を作成 して PCR を行 い ∴定
量化 に 適 した P C Rの サ イ ク ル 数 を 決定 し て 目 的 と す る
m R N Aの 発現量を評価す る方法 の 詳細に つ い て は Nin o miya
ら
48)が 報告 して い るが . こ の 方法 は客観的評価に十分耐 えう る
もの と考える . 実 際の 臨床 の 場で t 少量の 生検材料を用 い て移
植片の サ イ トカ イ ン m R N A の発現量を評価す る こ と に よ り ,
移植片に 明 らか な拒絶 の 兆候 が敵織学的に認め られ る前 に , い
ち はや く拒絶 の 出現を察知 し, そ の 後 の 治療に役立 て る こ と が
でき な い か どうか を 明 らか に す るた め に , こ れ ま で R T-P C R
法 を用 い た 検討が な さ れて きた もの と考え る .
M cDiar midら47)は ラ ッ ト異系小腸移植 モ デ ル を 用 い た 検討
で , 拒 絶 さ れ た 移植 片 に お け る I L-2 m R N Aの 発 現 量 を
R T-PC R法を用 い て 同系移植モ デ ル の 移植片 の そ れ と経時的
に 比較 した 場合 , 移植後7 日目か ら14 日目で ほ拒絶 され た 移植
片 の 方が 有意 に 高か っ た と報告 して い る . 本研究で も高度 の 拒
絶 を発現 して い る無治療群移植 7 日 目の 移植片の m R N A発現
量は 上 岡糸移植 ラ ッ ト衝後 7日 目の 移植片の そ れ よ りも極め て
高く , 同様の 結果であ っ た . 一 方 , 組織学的に拒絶を認め な い
デ ニ ス ティ ソ 投与群術後7 日目の 移植片 の m R N A発現量は同
系移植 ラ ッ ト術後 7 日 目の 移植片の それ主ほぼ 同程度であ り ,
その 発現量は拒絶群 と比 べ て 明らか に低く , こ の こ と ほ ゲ ニ ス
テ ィ ソ が拒絶反応を抑えて い る こ と の 明 確 な 証 明 に 他な らな
い . しか し ヒ ト の 腎移植 に お け る検討45)で は , 移植片 に お け る
Ⅰし2 mR N Aの 発現は拒絶の きわ めて 初期の 段階で 一 過 性 に 高
発現す るが , 拒絶が 進め ば非拒絶移植片同様そ の 発現は極め て
低 い もの で ある と報告 され て い る . さ らに , ヒ ト肝移植に お け
る検討
44)で ほ , 拒絶移植肝 と非拒絶移植肝の 間 で IL-2 m R N A
発現量に明 らか な差 は認 め られ ず , そ の 発現畳も極め て 低 い と
報告 され て お り, ラ ヴ †を用 い た 小腸移植 モ デル の 結果 とは 異
な っ て い る . そ の 理 由と して , R T-P C Rに よ る定量化 の 方法 の
違 い や , ヒ トと ラ ッ ト の 種 の 違 い , あ るい ほ , 小腸 ほ肝臓や腎
臓に比 べ て リ ン パ 覿織 が極 め て豊富である と い っ た 移植臓器 の
違 い な どをあげ る こ とが で きる . しか し, 一 般的 に ほ拒絶 の 発
現 に 際 しT細胞 の 活性化 に よ る Ⅰし2 の 産生が 極 め て 重要 であ
る ととも に , 拒絶 の い づ れ か の 段 階で 一 過性 で は ある が拒絶移
植片局所 に おけ る II:2 mR N Aの 高発現が認め られ る と考 え ら
れ て お り , 本研究 の 結果 は こ の 考 え方 に 矛盾す るも の で ほ な
い .
一 方 , 移植片 に お け る Ⅰし2Rβ鎖 の m R N Aの 発現量に つ い
て ほ ,
一 般的に ほ拒絶の 指標 と は な り に く い と 考え られて い
る . こ の 根拠 と して McDiarmi dら仰 ほ , ラ ッ ト に お い ては 静止
期 の リ ン パ 球で あ っ て も活性化 され た リ ン パ 球 と同様 に IL-2R
β鎖 を発現 して お り , そ の m R N A発現量が拒絶片 と非拒絶片
と の 間で 大きく異な る こ と ほ な い と報告 して い る . 本 研究 で
も , 高度 の 拒絶 を 発現 して い る無治療群移植 7 日 日の 移植片の
m R N A発現量 ほ , 同系移植 ラ ッ ト術後 7 日目の 移植片の それ
よ りもや や 高い もの の , そ の 程度は IL-2 と比較す る と 軽微 な
も の で あり , M cDiarmi dら と同様 の 結果であ っ た . Page ら1
6)
ほ ラ ッ ト の I L-2 Ra 鎖 とβ鎖の cD N Aの ク ロ ー ニ ン グの 過程
で , 静止期の リ ン パ 球で は β鎖の m R N Aの 発現 は認 め られる
もの の , α 鎖の m R N Aの 発現は 認め られず , リ ン パ 球が 活性
化 されて 初め て α 鎖 の m R N Aの 発現が起 こ る と とも に β鎖の
m R N Aの 発現冗進 が認められ る こ と を 明らか に し た . さ らに
Page らは ▲ こ の リ ン パ 球活性化 に伴う α 鎖 の 発現 とβ鎖 の 発
現克進に よ り , IL-2Rの Ⅰし2 に 対す る親和性 が高 ま る こ と よ
り , 両方 の 鎖 の 発現調節 に よ り , IL-2 R を介 した シ グ ナ ル 伝達
系が コ ン ト ロ ー ル され て い る と 述 べ て い る . β鎖 ほ 単独 で ほ
IL-2 に対す る結合能 が弱く , α 鎖 と共役す る こ と で初 め て 高親
和性を獲得す る49)こ と よ り, リ ン パ 球活性化に よ る α 鎖の 発現
が IL-2R を介 した シ グ ナ ル 伝達 に お い て 重要 な役割 の 一 端を
担 っ て い る と い うこ と は 明ら か で あるが , 実際に ほ α 鎖で ほ な
くβ鎖が IL-2 に よ る細胞の 増殖応答に 必須 である こ と が 明 ら
か に され て い る
50)上 , α 鎖は T細胞活性化過程 の 極め て 早期に
一 過性に 発現す る51j だ け で あ り , I L-2 Rを 介 した シ グ ナ ル 伝達
の 本体は や ほ りβ鎖 と考 え ら れ る .
こ れ らの こ と を踏 ま え て IL-2 Rβ鎖の mR N A発現量を評価
した の で ある が , 移植 7日 目 の 拒 絶移植片 と非拒絶片 との 間に
はそ の 発現量に 大きな差は認 め ら れ な か っ た , しか し , わ ずか
と ほ い え 拒絶異系移植片と非拒絶同系移植片 と の 間 に ほ そ の 発
現量 に 2倍の 開きを認め る とと もに , 移植 7 日目の ゲ ニ ス テ ィ
ソ 投与群の 異系移植片の I L-2 Rβ 鎖の m R N A発現量は非拒絶
同系移植片の そ れ と 同程度 に 低く , こ の こ と は ダ ニ ス テ イ ソ が
T リン パ 球の 活性化を阻害す ると と もに , Ⅰし2 Rβ鎖 の 発現先
進 を抑 えて い る こ と の 証 に 他な らな い と考 え る . また β鎖は そ
の 細胞内 ド メ イ ン で Sr c フ ァ ミ リ ー チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ の
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と直接会合 して お り , そ の チ ロ シ ソ リ ソ 酸 化が 下流 の シ
グナ ル 伝達系を活性化す るの で は な い か と 考え られ て い る こ と
よ り
52)
, 当然 ゲ ニ ス テ ィ ン ほ β鎖 の 活性化機構も阻害 しう るも
の と 考える .
本研究 では ゲ ニ ス テ ィ ン が 細胞性免疫能 を抑制す る と ともに
臓器移植 に おけ る拒絶反応を抑制す る こ とを 工 具系 ラ ッ ト小腸
移植 モ デ ル を 用 い て 証明す る と ともに , チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害
剤の 免疫抑制剤 へ の 応用 の 可能性 を 明 らか にす る こ と が で き
た . しか し臨床応用 を主眼 に 置 い た 場合 , 生体に対 して安全で
効率良く作用す る免疫複合体 な ど の ダ ニ ス テ イ
.
ソ 誘導体 の 開発
が今後の 最も重要 な課題 であり , そ の 実現が急務である と考え
る .
ラ ッ ト小腸移植 に おけ る ゲ ニ ス ティ ン の 拒絶抑制効果
結 論
ラ ッ ト異系小腸移植モ デ ル を用 い て チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤
で ある ゲ ニ ス テ ィ ン の 拒絶反応抑制効果を検討 し以下 の 結果を
得た .
1 . 無治療群 の 移植小腸片の 平均生者 日数 が 5.7 土0.2 日 で
あ っ た の に 対 し, ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 の グ ラ フ ト小腸 の 平均生
者日数は 14.7±0.3 日 と有意に長く , ゲ ニ ス ティ ソ 投与 に よ り
拒絶反応の 発現 が抑制 され た .
2 . 移植 7 日彼 の グ ラ フ ト小腸 の I L-2 お よ び Ⅰし2 Rβ鎖の
m R N A発現量ほ ▲ ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 で ほ 無治療群 に 比 べ て
明 らか に 低か っ た .
3 . 移植後 7 日 目の ラ ッ トの 脾細胞 を用 い た リ ン パ 球混合培
養お よび 細胞障害性試験(ク ロ ム 遊 離試験)で ほ , ゲ ニ ス テ ィ ン
投与群は無治療群に 比 べ て細胞障害活性 が有意 に 低か っ た . ま
た , リ ン パ 球混合培養上清中の Ⅰし2蛋白塵生畳ほ t ダ ニ ス テ イ
ン 投与群で は 無治療群に 比 べ て 有意に 低 か っ た . さ らに リ ン パ
球混合培養細胞の Ⅰし2 お よ び I L-2 Rβ鎖の m R NA 発現畳も
また , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群 で は 無治療群 に 比 べ て 明 ら か に 低
か っ た .
以上 よ り , ゲ ニ ス テ ィ ン は小腸移植後の ラ ッ ト の 細胞性免疫
能 を抑制す る とと もに 急性拒絶反応の 発現を有意 に 抑制 させ る
こ と が 明らか とな り , チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害 剤の 免疫抑制剤 へ
の 応用 の 可 能性が 示 され た .
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A bstr a ct
TYlepreSe ntStudyinv estigated the prev entio n efbctofgenistein, O n e Of the tyrOSinekinase speCi丘cinhibitors, O nthe
rejectio nfto m rat allogeneic s m a11boweltran Splanta tion(B N→ L寧W). Tw ogro ups w ere u s ed fbrthis study. T he n on-
tr e atm entgr oup(n=8)w asun tr e a ted and thegenistein gro up(n=1 3)w astreated wi thgenistein(20mg/kg/day;POStOPerativ e
day O-7 th, 8 days). T he allograft su rvi al ter mfbr thegenisteingroup w as1 4.7days ±0.3, Which w as signi丘c an tlylonger
thanthatfbr the n on-tre atm entgrO uP(5.7 days± 0.2). nle m -2 a ndI L-2 re c eptorβ chainge ne(m R N A)e xpressionin the
allograftpostoperativeday7thofthe genistein gr oup w as m u ch lowe rthanthat in the non -tr e atm entgrOuP. To e xaminethe
inten slty Ofthe c ellularim m u nltyin the allograft, mixed lymphocyterea ction w as examined and a C T L- m ediated
CytOtOXicity assay(
51Cr release assay) of the spleen ce11s fro m the re cipients tow ardthe donoarw as c ondu cted. C T L-
m ediatedcytotoxic actlVltyin thege nisteingr oup w asslgni 丘ca n tlylow erthaninthe non
-tre atme ntgrO up. T heIL-2 1evelsin
ge nistein group
'
s re clplent T c ells which w er emixed in ac ulture with don orlymphocytes, W ere Slgnific an tlylowe rthan
thoseof the non -treat m e n tgrOup, While thedegrees of the m -2 and m-2 re c eptorgen e(ni R N A)e xpressio nin the genistein
group
-s mixed culture recIPlentT cells werelo w er than those of the n on
-tr e atme n tgrOuP･ T heseres ults show that,in aviv o
e xpen mental m odel,ge nistein, a tyrOSin ekin ase speCi丘cinhibitor,t O S O m ed greeprev e nted rqje ctio nfro mthe rat alloge nic
S m all bow eltran Splan tatio n m odel and signific antlyinhibited the cellularim m u n lty Ofthe recIPlent Of the alograft. This
SuggeStSthatgenistein has anim mun o suppressive effectandyieldspositiveresultsin the treat m ent ofallograftreJeCtion ･
